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RESUMEN: El género Potyvirus es responsable de cuantiosas pérdidas económicas en el cultivo
del pimiento (Capsicum annuum L.) en el mundo entero. Los miembros de este género pueden
ser transmitidos a través de las semillas, de forma mecánica y por más de 25 especies de áfidos de
forma no persistente, lo cual constituye un desafío para el desarrollo de estrategias efectivas de
control. La problemática  del diagnóstico de dichas entidades virales se ha abordado con diferentes
enfoques; los cuales han transitado desde el análisis de síntomas en plantas indicadoras, la
microscopía electrónica, el empleo de métodos serológicos e inmunoenzimáticos, hasta las
metodologías moleculares de nueva generación. Dado el impacto que conllevan las pérdidas
ocasionadas por estos virus en la mayoría de los cultivos de interés económico y el incremento a
nivel mundial de estas infecciones, el presente artículo refiere aspectos sobre las principales
características de este género viral, además de abordar resultados preliminares de la determinación
de su presencia en el cultivo del pimiento en Cuba.
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POTYVIRUSES: GENERAL CHARACTERISTICS, SITUATION OF THE DIAGNOSIS AND
DETERMINATION OF ITS PRESENCE IN PEPPER CROPS IN CUBA
ABSTRACT: The genus Potyvirus is responsible for important economic losses in the pepper crop
(Capsicum annuum L.). Members of this genus can be transmitted by seeds and by more than 25 species
of aphids in a non-persistent manner, what is a challenge for the development of effective control
strategies.  The diagnosis of these viral entities has been approached by different techniques such as
the analysis of symptoms in specific plants, electronic microscopy, serological and inmunoenzymatic
techniques, and even by using molecular methodologies of new generations. Due to the impact of the
damages caused by potyviruses on most of the crops of economic interest and the increase of these
infections around the world, the present paper refers to aspects about the main characteristics of this
viral genus, in addition to preliminary results on the determination of its presence in the pepper crop
in Cuba.
(Key words: potyvirus; diagnosis; pepper)
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INTRODUCCIÓN
Desde el punto de vista histórico, los potyvirus
fueron uno de los seis grupos de virus de plantas
inicialmente reconocidos por Brandes y Wetter, en
el año 1959, basándose en las propiedades
morfológicas de las partículas virales. Desde enton-
ces, el número de sus miembros, así como el cono-
cimiento de sus propiedades características no ha
cesado de aumentar (1).
Actualmente, tras la aceptación por el Comité In-
ternacional de Taxonomía de Virus de un nuevo crite-
rio taxonómico de clasificación, los potyvirus típicos
se han constituido en el género Potyvirus, agrupado
dentro de la familia Potyviridae. Son el grupo de virus
de plantas más numeroso, constituyendo un 30% del
total, con unos 180 miembros descritos y un continuo
incremento (2).
Estos virus son transmitidos por semillas, de for-
ma mecánica y por más de 25 especies de áfidos de
forma no persistente, lo que constituye una caracte-
rística distintiva del grupo (1,2,3). Asimismo, es un
género responsable de graves pérdidas económicas
en cultivos de interés agrícola, así como en pastos y
plantas ornamentales (1).
Las enfermedades causadas por potyvirus no pue-
den ser controladas una vez que la planta es infecta-
da, al igual que ocurre en otras enfermedades virales.
Por otro lado, la transmisión no persistente por áfidos
representa un desafío para las estrategias de preven-
ción y control de las enfermedades virales en cultivos
de importancia económica (2,4). Su modo de alimen-
tación con inserciones cortas, de pocos segundos y
su capacidad de inocular el virus en plantas sanas
también a través de inserciones cortas, hace que el
uso de insecticidas, de repelentes y de otros contro-
les químicos pueda, no solo no evitar la difusión de la
infección sino aumentarla, al favorecer un mayor des-
plazamiento planta a planta de los áfidos. Sin embar-
go, un conjunto de medidas de manejo integrado de
las enfermedades que afectan a los cultivos, pudie-
ran evitar la introducción de virus a plantaciones sa-
nas y jardines o evitar su diseminación (5).
Por estas razones, el conocimiento de la presen-
cia de estos virus en los diferentes cultivos, y el desa-
rrollo de técnicas de diagnóstico rápidas y sensibles
es de vital importancia en la actualidad en un país
como Cuba, donde la agricultura es una prioridad. Este
trabajo tiene como objetivos exponer las principales
características de los potyvirus tratando algunos te-
mas relevantes, como son los síntomas asociados a
la presencia de potyvirus, las formas de transmisión
de estas entidades y los principales métodos utiliza-
dos para su diagnóstico, así como abordar los resul-
tados obtenidos en la determinación de la presencia
de estas entidades en el cultivo del pimiento en Cuba.
PARTE ESPECIAL
Características generales de los potyvirus
Los potyvirus constituyen un grupo de virus de plan-
tas caracterizados por presentar partículas
filamentosas y flexuosas desnudas cuyo tamaño va-
ría entre 680-900 nm de largo por 11-15 nm de an-
cho. En algunos de sus miembros la longitud y
flexuosidad de la partícula viral se ve afectada por la
presencia de metales divalentes como el magnesio
(2,6). Presentan como genoma una simple cadena
de ARN de polaridad positiva de 9700 nucleótidos,
con una proteína VPg unida covalentemente a su ex-
tremo 5´ y una cola poli A en el extremo 3´ (el genoma
de los Bymovirus está dividido en dos segmentos).
Dicho genoma se expresa como una poliproteína de
aproximadamente 330 kDa que posteriormente será
procesada proteolíticamente para dar lugar a las pro-
teínas funcionales (7,8).
Todos los miembros de la familia Potyviridae for-
man cuerpos de inclusión cilíndricos y alargados de
naturaleza cristalina en el citoplasma de las células
de las plantas infectadas. Estas inclusiones de natu-
raleza proteica, presentan una estructura
tridimensional característica de molinillo con aspas (1),
que ha constituido un importante criterio taxonómico
para su clasificación y agrupamiento.
La familia Potyviridae está integrada por seis gé-
neros: Potyv irus, Ipomov irus, Maclurav irus,
Rymovirus, Tritimovirus y Bymovirus, de los cuales
Potyvirus es el más conocido (9). Este es el género
más amplio de todos los virus de plantas (91 espe-
cies descritas y 88 especies tentativas). Algunos de
sus miembros son de importancia agrícola y causan
grandes pérdidas económicas en el cultivo del pimien-
to como por ejemplo: el virus Y de la papa (PVY), el
virus del grabado del tabaco (TEV), el virus del mo-
teado del pimiento (PepMoV), el virus del moteado de
las venas del pimiento (PVMV), el virus del moteado
de las venas del chile (ChiVMV) y el virus del mosaico
amarillo del pimiento (PepYMV), este último aislado
recientemente en Brasil (1,10,11).
Organización genómica y función de los genes
Dentro de la familia Potyviridae, la mayoría de los
estudios se han realizado en el género Potyvirus, de-
mostrándose que todos los potyvirus, de un solo com-
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ponente como genoma (ya que el género Bymovirus
posee dos moléculas de ARN como genoma) presen-
tan similar estructura y organización genómica, la que
difiere solo en algunos detalles (12).
El virus del grabado del tabaco (TEV) constituye el
miembro representativo de los potyvirus como géne-
ro (3). Su estructura génica está compuesta por: una
proteína Vpg de aproximadamente 24 kDa; una re-
gión 5´ no codificadora de alrededor de 144
nucleótidos rica en adenina y uracilo; un único marco
de lectura abierto de 9161 nucleótidos que va a codi-
ficar para una gran poliproteína formada por 3000
aminoácidos (340 kDa) y una región en el extremo 3´
no traducida de aproximadamente 190 bases que ter-
mina en una cola de poli A (entre 20 y 160 adeninas)
(Fig. 1). Este genoma codifica para una poliproteína
que posteriormente será escindida por proteasas
virales, dando origen a nueve o diez productos génicos
virales (13,14).
La cápsida de TEV está formada por aproximada-
mente 200 moléculas de una proteína de 30 kDa que
es procesada a partir del extremo carboxilo terminal
de la poliproteína (15). La proteína de la cápsida está
relacionada con la transmisión exitosa de los potyvirus
mediada por áfidos. Además, se conoce que la pro-
teína Vpg que está unida covalentemente al extremo
5´ del genoma es procesada a partir de una región
intermedia de la poliproteína (13).
En el citoplasma de las células infectadas por
potyvirus se pueden encontrar cuerpos de inclusión
con una forma característica de remolino constitui-
dos por una proteína codificada por el virus y que ha
sido denominada como CI. Algunos estudios in vitro
señalan que CI podría estar relacionada con el movi-
miento célula-célula (16). En algunos casos, se pue-
den encontrar cuerpos amorfos de inclusión en el cito-
plasma de las células hospedantes que están consti-
tuidos por una proteína conocida como HC-Pro,
involucrada en la transmisión mediada por áfidos y
que posee un sitio de unión para el zinc cuya función
no ha sido determinada (15).
En las células infectadas por TEV u otros miem-
bros del género se forman, además, inclusiones nu-
cleares de dos proteínas: NIa de 48 kDa y NIb de 58
kDa, las que son codificadas por todos los potyvirus.
NIa tiene función proteasa y NIb tiene secuencias si-
FIGURA 1. Organización genómica del virus del grabado del tabaco (TEV) como representante del género Potyvirus. La
línea representa la molécula de ARN de simple cadena con polaridad positiva que constituye el genoma. Las cajas muestran
las regiones codificadoras y los productos génicos para los cuales codifican luego del clivaje./ Genome organization of
tobacco engraving virus (TEV) as a representative of the genus Potyvirus. The single line represents the (+) strand RNA
genome segment. The boxes show the encoding regions with the final gene products after cleavage. Tomada de Agrios (2).
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milares a las polimerasas de otros virus y es una ARN
polimerasa ARN dependiente (15,17,18).
Replicación viral
El genoma de los potyvirus se expresa como una
poliproteína que luego es procesada en alrededor de
10 productos génicos, de los cuales la mayoría están
involucrados de una forma u otra en la replicación viral
y constituyen el complejo de replicación viral: CI, 6K2,
NIa-VPg y NIb. Como se mostró en el mapa del
genoma (Fig. 1), estas proteínas forman un bloque y
son análogas en términos de orden de los genes y de
secuencia de los motivos a las proteínas 2C, 3A, 3B,
3C y 3D de los poliovirus, respectivamente. Por esta
razón se cree que existen similitudes entre ambos
grupos de virus en cuanto a las funciones y a las es-
trategias replicativas (18).
La proteína CI de los potyvirus posee motivos
aminoácidos que son indicativos de su actividad
helicasa. En el virus de la viruela del ciruelo (PPV) se
ha podido demostrar que esta proteína es capaz de
unirse al ARN y tener actividad ATPasa y helicasa.
Una mutación en alguno de los siete motivos
aminoácidos conservados de la misma puede traer
consigo la abolición de su actividad helicasa y ATPasa,
pero no así de su capacidad de unirse al ARN. Esto
se ha constatado en estudios realizados con Echerichia
coli Escherich que expresa la proteína CI de PPV (16).
La proteína 6K2 de TEV es una proteína de aso-
ciación con las membranas celulares y mediante es-
tudios de mutagénesis dirigida se ha demostrado que
está involucrada en la replicación viral (19) y que la
asociación con la membrana se realiza a través de un
dominio aminoácido hidrofóbico central (24). Utili-
zando proteínas de fusión fluorescentes que contie-
nen a esta proteína de 6 kDa, Schaad et al. (20), mos-
traron que ella se asocia con una estructura vesicular
alargada que se deriva del retículo endoplasmático. En
células infectadas por TEV aparece el retículo
colapsado en discretas estructuras agregadas y el ARN
viral formando complejos replicativos asociados al re-
tículo como si fueran membranas.
Una vez que el producto génico NIa es procesado
en dos regiones, la región N-terminal da lugar a la
proteína VPg y la región C-terminal da lugar a una
proteasa (17). A su vez, la secuencia aminoacídica
de la proteína NIb, presenta motivos que sugieren que
se trata de una ARN polimerasa ARN dependiente.
En experimentos de mutagénesis dirigida se ha de-
mostrado que al mutar la región N-terminal de la pro-
teína, queda abolida la capacidad replicativa de un
clon infectivo de TEV en protoplastos.
Numerosos estudios han revelado una serie de
interacciones entre varias de estas proteínas, de
modo tal que forman un complejo replicativo. Se ha
corroborado, utilizando mutantes condicionales y su-
presores, que en TEV, NIb interactúa con la región
C-terminal de NIa y en el virus del moteado de las
venas del tabaco (TVMV) se ha identificado una
interacción similar, pero en este caso sí se involucra
además, la región N-terminal de la proteína NIa.
Algunos autores plantean que la interacción entre
NIa y NIb es esencial para la replicación del genoma
de TEV. Las proteínas P1 y P3 a su vez interactúan
entre sí y con CI, VPg, NIa y NIb, pero el significa-
do de esta interacción aún no ha sido dilucidado.
Es conocido además, que la proteína VPg está
involucrada en la iniciación de la síntesis del ARN
de la misma forma en que ocurre en los picornavirus
(21,22,23).
Transmisión
Los potyvirus pueden diseminarse en la naturale-
za mediante transmisión mecánica, a través de las
semillas y por áfidos, mediante un proceso que se ha
definido como no circulativo y no persistente (2).
La transmisión mecánica ocurre de diferentes for-
mas: cuando entran en contacto las hojas de una plan-
ta enferma con las hojas de una planta sana, a través
de las herramientas de trabajo en el campo, de las
manos o las ropas de los trabajadores, así como de
animales que se mueven de una zona enferma a otra
sana llevando consigo las partículas virales y facili-
tando la expansión de la virosis en el espacio. Este
tipo de transmisión ha sido fundamental en los estu-
dios relacionados con la etiología de las enfermeda-
des infecciosas en las plantas, ya que de forma gene-
ral este es el tipo de transmisión que más se utiliza en
los trabajos experimentales. Un sin número de virus
como el virus X de la papa, el virus del mosaico del
tabaco o el virus del mosaico del pepino, responsa-
bles de cuantiosas pérdidas en la agricultura, se trans-
miten de esta forma (2).
Más de 100 tipos de virus, son transmitidos ade-
más a través de las semillas, aunque en general, solo
una porción de las semillas provenientes de las plan-
tas infectadas van a transmitir la enfermedad (25,26).
La frecuencia de transmisión depende en gran medi-
da de la relación que se establece entre el virus y la
planta hospedante y del estadio de desarrollo de la
planta madre en el momento de la infección. En algu-
nos casos, aproximadamente la mitad de las semillas
transportan el virus y en otros el total de las semillas
lo transmiten.
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Por último, aunque no por ello menos importante,
es necesario referirse a la transmisión por áfidos
(23,27). Los áfidos, constituyen el grupo de insectos
vectores de mayor importancia en la transmisión de
los virus de plantas. Son insectos gregarios que for-
man colonias en las plantas infectadas. De forma
general, diversas especies de áfidos son capaces de
transmitir un mismo virus y a su vez una misma especie
del vector puede transmitir una amplia gama de virus de
plantas. En otros casos, la relación que se establece
entre el virus y el vector es altamente específica.
Los potyvirus son transmitidos por los áfidos de
forma no persistente, lo que implica que el insecto
adquiere el virus después de permanecer solo unos
segundos (alrededor de 30 segundos) en la planta
enferma y posteriormente son capaces de inocularlo
en la planta sana transfiriéndole la infección. Se utili-
za también la clasificación de “no circulativo” porque
el virus en ningún momento atraviesa las barreras del
canal digestivo del vector, ni pasa a la hemolinfa o a
las glándulas (2).
En Cuba, existen 83 especies de áfidos y se cono-
cen 689 especies de plantas que son atacadas por
estos, las que comprenden 419 géneros y 118 fami-
lias que incluyen un sexto de las especies cubanas
de plantas superiores representando un tercio del
número total de géneros y dos tercios del número de
familias conocidas de Cuba (28). Entre las especies
de áfidos capaces de transmitir diferentes especies
de potyvirus se encuentran: Acyrthosiphon pisum
(Harris), transmisor de PVY (virus Y de la papa) (29),
Aphis craccivora Koch transmisor de TEV (virus del
grabado del tabaco), PVMV (virus del moteado de la
vena del pimentón), PVY, CVMV (virus del moteado
de las venas del ají) (25), Aphis gossypii (Glover) trans-
misor de TEV, PVMV, PVY, CVMV, Myzus persicae
(Sulzer) transmisor de PVY, TEV, PMV (30).
Síntomas asociados a la presencia de potyvirus
Los síntomas producidos como resultado de la in-
fección con potyvirus pueden ser muy diversos y va-
rían en dependencia de la especie afectada, el aisla-
miento presente y las condiciones ambientales (2).
De manera general, en condiciones de campo, estos
virus causan en las plantas infectadas un mosaico
con moteado y arrugado de las hojas apicales y un
bandeado oscuro de las venas de las hojas totalmen-
te expandidas.
En todos los casos se produce una reducción en
el desarrollo vegetativo que es más fuerte cuanto más
severo es el ataque. La severidad de los síntomas
depende de la edad de la planta, siendo más suscep-
tibles las plantas jóvenes e intensificándose los mis-
mos con el frío. El tamaño de la planta se reduce más
cuanto más precoz ha sido la infección (1,2,15). Los
síntomas aparecen entre los 7 y 21 días después de
la infección y pueden producirse en todos los estados
de crecimiento de la planta.
Se ha demostrado que el pimiento sufre graves
daños cuando es infectado por el PVY, especialmen-
te en los climas tropicales. Los síntomas se inician
con un aclarado de las nervaduras de las hojas
apicales, que pueden evolucionar pasando a tonos
pardos, necrosándose el tejido. En estos casos, en
ocasiones, aparece necrosis del pecíolo con caída de
las hojas, quedando la planta defoliada, con necrosis
apicales e incluso necrosis externas e internas del
tallo. Las plantas pueden rebrotar, apareciendo las
hojas con mosaicos en manchas de color verde os-
curo-verde claro situados encima de las nervaduras
(bandeado de venas), de modo que los limbos dejan
de ser planos (2).
En pimiento también se pueden observar necrosis
sobre las flores y los frutos. Algunas variedades pre-
sentan manchas pardas necróticas irregulares hundi-
das en el pericarpio y manchas necróticas en los
pedúnculos. Otros síntomas que pueden aparecer
son: enanismo, mosaico severo, deformación de ho-
jas y frutos, que pueden presentarse arrugados, con
manchas cloróticas y manchas necróticas, reducción
en tamaño del fruto y aborto floral.
Sin embargo, en experimentos realizados por
Aramburu et al. (24), pudo constatarse que algu-
nas razas de pimiento, al ser inoculadas mecánica-
mente con aislados de PVY (cepas ordinarias o
necróticas) no expresan síntomas visibles de infec-
ción, aunque al ser analizadas mediante la utiliza-
ción de un ELISA-DAS las mismas reflejaron resul-
tados positivos. También se ha demostrado que
materiales tales como Solanum nigrum L., Solanum
dulcamara L., Cirsium sp., Portulaca oleracea L. y
Senecio vulgaris L., no presentan síntomas, pero
actúan como reservorios naturales del virus en el
área mediterránea. Esto indica que en ocasiones
se puede encontrar una ausencia total de síntomas,
aunque las plantas se encuentren infectadas por el
virus; lo que podría estar dado porque las condicio-
nes no sean las adecuadas para el desarrollo de
los mismos o porque la planta infectada sea tole-
rante a la enfermedad. Este hecho es bastante fre-
cuente en los virus vegetales (5,23), observándose
fundamentalmente en plantas silvestres, muchas de
las cuales constituyen fuentes naturales de resis-
tencia viral.
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En años recientes, se ha podido comprobar que
diferentes regiones del genoma de los potyvirus des-
empeñan un importante papel en la aparición de sín-
tomas en las plantas. Johansen et al. (3), mediante la
construcción de híbridos recombinantes de dos ce-
pas del virus del mosaico de la semilla del guisante
(PSbMV), demostraron que el segmento del genoma
que codifica para los genes NIa y NIb tiene una gran
influencia en la aparición y severidad de los síntomas
en Pisum sativum. Los análisis mutacionales del
genoma del TVMV mostraron que la región que codi-
fica para las proteínas P1 y HC-Pro, y particularmen-
te el extremo 5’de HC-Pro, están involucradas en la
expresión de síntomas en el cultivo del tabaco (15).
Diagnóstico de las enfermedades causadas por
potyvirus.
La problemática del diagnóstico se ha abordado
con diferentes enfoques, y todos han estado condi-
cionados inevitablemente por el desarrollo y avance
de la tecnología. El diagnóstico, específicamente de
virus vegetales, ha transitado desde el análisis de sín-
tomas en plantas indicadoras, la microscopía electró-
nica, el empleo de métodos serológicos e
inmunoenzimáticos donde se destacan los ELISA y
sus variantes, hasta las metodologías moleculares de
nueva generación, como, la Reacción en Cadena de
la Polimerasa (RCP) y la Hibridación de Ácidos
Nucleicos (HAN) (5,26,31,32,33). Las técnicas
inmunoquímicas y las técnicas moleculares son las
principales vías para la identificación y diagnóstico de
los potyvirus (28,29,34,35,36,37).
- Técnicas inmunoquímicas
Entre las técnicas inmunoquímicas que más se han
utilizado para la identificación de los potyvirus se des-
tacan las diferentes variantes de ELISA. Esta técnica
inmunoenzimática forma parte de aquellas reaccio-
nes serológicas que utilizan conjugados para poder
visualizar la reacción antígeno-anticuerpo y se basa
en el uso de anticuerpos marcados con una enzima
(generalmente la peroxidasa o la fosfatasa), de for-
ma que los conjugados resultantes tengan actividad
tanto inmunológica como enzimática (31,38). Al estar
uno de los componentes (antígeno ó anticuerpo)
insolubilizados sobre la placa, la reacción antígeno-
anticuerpo quedará inmovilizada y por tanto, podrá
fácilmente ser revelada mediante la adición del
sustrato, que al actuar sobre la enzima, producirá un
color observable a simple vista o cuantificable median-
te un equipo especializado. Es una técnica altamente
sensible y de gran especificidad, que permite realizar
en un corto espacio de tiempo estudios sobre grandes
poblaciones, de manera sencilla y económica.
El ELISA presenta además, una buena
reproducibilidad y facilidad en la interpretación de los
resultados. Se han logrado grandes avances en esta
técnica, por lo que es posible tanto la determinación
de antígenos como de anticuerpos, con solo variar el
tipo de ELISA. Por ejemplo, para la determinación de
antígenos, la modalidad más frecuente es el ELISA
“Sandwich» o directo (Fig. 2), sin embargo, para la
determinación de antígeno se utilizan además, otras
variantes, como el ELISA indirecto y el ELISA compe-
titivo (38).
FIGURA 2. Esquema de un ELISA Sandwich./ Scheme of an
ELISA Sandwich.
Fox et al. (38) determinaron que la utilización del
DAS-ELISA para la detección de potyvirus presentes
en tubérculos de papa almacenados a temperatura
ambiente es factible hasta las 10 semanas post co-
secha y considerablemente más económico que otros
métodos. De igual modo, Aramburu et al. (24) realiza-
ron trabajos de caracterización de aislamientos de
PVY provenientes de plantas de tomate donde deter-
minaron la presencia de partículas virales en plantas
aparentemente sanas y en otros casos en plantas que
presentaban infecciones mixtas. Otros autores como
Mota et al. (39) y Huang et al. (40), han empleado
otras variantes de ELISA (PTA-ELISA, y ELISA indi-
recto, respectivamente) para la detección de diferen-
tes especies de potyvirus presentes en cultivos de
interés agrícola.
- Diagnóstico molecular de los potyvirus
En la actualidad las técnicas moleculares desem-
peñan el papel protagónico en el diagnóstico de los
potyvirus. Estas técnicas son superiores a las
inmunoquímicas en especificidad y sensibilidad, ade-
más de ofrecer mayores posibilidades de detección y
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brindar una información más completa sobre los
patógenos en cuestión (41). Muchos han sido los mé-
todos empleados hasta el momento, demostrándose
su factibilidad y permitiendo aislar e identificar a más
de 30 virus que afectan a cultivos de importancia eco-
nómica. Entre ellas la Hibridación de Ácidos Nucleicos
(HAN) y la Reacción en Cadena de la Polimeraza
(PCR), han sido las de mayor aplicación para lograr
estos propósitos (6, 42,43).
La HAN se basa en el principio de la
complementariedad de las bases que permiten la
unión del ácido nucleico genómico del patógeno pre-
viamente fijado a un soporte sólido (normalmente
membranas de nitrocelulosa o nylon), con moléculas
complementarias que reciben el nombre de sonda (ya
sea ADNc clonado o no, cebadores sintéticos o ARNc
obtenidos por transcripción in vitro). En particular, el
objetivo de la HAN es la detección específica de una
secuencia de un ADN presente en una muestra bioló-
gica, con la ayuda de una sonda marcada, que se
sintetiza in vitro empleando nucleótidos, marcados
radioactivamente con 32P, o no radioactivamente con
biotina o digoxigenina (32). La sonda que no se une
es eliminada y los híbridos son detectados por méto-
dos quimioluminiscente, colorimétricos o radiográficos
(40,44).
La HAN sobre membrana incluye los siguientes
pasos: 1) preparación de la muestra; 2) aplicación e
inmovilización de la muestra; 3) prehibridacion; 4) hi-
bridación con la secuencia complementaria marcada
(sonda); 5) eliminación del exceso de la sonda con
lavados y 6) detección del producto de hibridación
(32,33).
Los límites de detección de virus purificados por
hibridación con sondas radioactivas están en el ran-
go de 1-100pg, superior a ELISA, mientras que con
tejido infectado esta última parece tener un límite de
detección mayor (33).
La hibridación radioactiva, permite la detección
cualitativa y cuantitativa de bajas concentraciones de
virus, aun usando extractos crudos de material vege-
tal que pueden ser en forma de savia extraída de la
planta o en forma de impresiones del material vegetal
(generalmente hojas) en la membrana de nitrocelulo-
sa o nylon. Esta variante denominada “squash blot”,
ha sido ensayada con buenos resultados en la detec-
ción del virus en el vector (41).
En la actualidad la hibridación con sondas no radio-
activas desempeñan un papel fundamental en el diag-
nóstico cualitativo y cuantitativo de los virus en las
plantas y el vector. Esta metodología requiere el de-
sarrollo de procedimientos simples y rápidos para pro-
cesar el material vegetal de forma que permita la de-
tección de los patógenos presentes. A pesar de las
innumerables ventajas que posee esta técnica, tiene
aparejado aspectos no ventajosos como las exigen-
cias de bioseguridad en los casos en que se emplee
el marcaje radioactivo y la inestabilidad de los isótopos,
que tienen un tiempo de vida limitado.
Por otro lado, PCR se basa en el principio de la
complementariedad de las bases de los ácidos
nucleicos y la capacidad de síntesis del ADN por par-
te de una polimerasa. La PCR consiste en la síntesis
in vitro de ácidos nucleicos, por lo que se puede am-
plificar específicamente un segmento determinado de
ADN empleando dos cebadores que lo flanquean, para
lo que se necesitan ciclos sucesivos de
desnaturalización térmica del ADN, hibridación de los
cebadores a las secuencias complementarias y ex-
tensión de los cebadores anillados mediante la enzima
ADN polimerasa termoestable. Los productos de ex-
tensión son complementarios a los cebadores, como
resultado en cada ciclo se duplica la cantidad de ADN
sintetizada en el ciclo anterior, de forma que ocurre
una amplificación exponencial del fragmento (43).
En el caso particular de los agentes virales cuyo
material genético está constituido por ARN se utiliza
una variante de PCR denominada Reacción en Ca-
dena de la Polimerasa con Trascripción Inversa (RT-
RCP), la que requiere de una reacción preliminar de
síntesis de una cadena de ADN complementaria al
genoma viral, lo que se realiza con la utilización de
una enzima reverso transcriptasa comercial. Los pro-
cesos de extracción y purificación de ARN se pue-
den considerar como los pasos más críticos e
inestimados durante la detección por RT-PCR de los
virus de genoma ARN. Dos etapas importantes a te-
ner en cuenta durante el proceso de aislamiento de
ARN, son el tratamiento y manipulación de la mues-
tra previo a la extracción del ácido nucleico y el al-
macenamiento del ARN una vez extraído. En la ac-
tualidad, existen diferentes tecnologías que permi-
ten el aislamiento del ARN con un elevado grado de
pureza. Estos métodos de extracción se pueden
agrupar en dos grandes grupos: los métodos que se
basan en la extracción en medio líquido y los méto-
dos que extraen a través de sílica en columnas
(34,44). El ARN es una molécula más fácil de degra-
dar que el ADN de ahí que no es conveniente la
cuantificación del mismo por espectrofotometría y
algunos autores recomiendan verificar el proceso de
extracción de ARN a través del proceso de detec-
ción por RT-PCR (9,43,45).
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A pesar de las ventajas de las metodologías de RT-
PCR sobre los ensayos tradicionales, los primeros son
muy vulnerables a los resultados falsos positivos y
negativos. Esto hace necesario seguir estrictas prácti-
cas de trabajo y utilizar múltiples controles negativos
así como controles positivos. Los protocolos deben
ser validados y se debe participar en ensayos de labo-
ratorio que demuestren que el desempeño de estos
ensayos es confiable.
Al hacer un análisis de la bibliografía consultada y
los resultados obtenidos en Cuba con la aplicación
de estas metodologías en el diagnóstico y caracteri-
zación de virus vegetales, se evidencia la factibilidad
de las técnicas inmunoquímicas y moleculares para
estos  propósitos.
Potyvirus en el cultivo del pimiento
A nivel mundial, los cultivares de pimiento se han
visto severamente afectados por las epifitias de ori-
gen viral; donde se destacan fundamentalmente: el
virus Y de la papa (PVY), el virus del mosaico del pe-
pino (CMV), el virus del estriado del tabaco (TSV), el
virus del bronceado del tomate (TSWV), el virus del
mosaico del tabaco (TMV), el virus del mosaico del
tomate (ToMV), el virus del grabado del tabaco (TEV)
y el virus del moteado del pimiento (Pep MoV)
(10,11,18,46).
- Determinación de la presencia de potyvirus aso-
ciados al cultivo del pimiento en Cuba.
En Cuba, a pesar de los informes realizados por
otros autores que señalan a los potyvirus como cau-
santes de pérdidas importantes en el cultivo de pi-
miento (47,48), no se han realizado trabajos de pros-
pección de dichas enfermedades en las principales
áreas productoras. González et al. (47) informan la
presencia de potyvirus en plantaciones de pimiento
en Guira de Melena, provincia La Habana, mediante
la utilización de técnicas de microscopía óptica y elec-
trónica a través de las cuales detectaron la presencia
de inclusiones citoplasmáticas fibrosas típicas del
género Potyvirus. Además corroboraron la coinciden-
cia de la sintomatología con la descrita en la literatura
mediante la utilización de plantas indicadoras, en este
caso Nicotiana glutinosa L.. Por otra parte, Depestre
(48) señaló la presencia de entidades de este género
viral en áreas de la región occidental, central y orien-
tal, sobre la base de la presencia de síntomas simila-
res a los descritos para estas entidades en el cultivo.
En este sentido se realizaron prospecciones en los
principales macizos de producción de pimiento y se
colectó un total de 212 muestras que mostraron sín-
tomas de moteado, mosaicos leves y arrugamiento
de las hojas, así como plantas que presentaron enanis-
mo. Estas se evaluaron mediante la técnica ELISA-
DAS (49) con anticuerpos policlonales genéricos a
potyvirus cedidos gentilmente por el Dr. Roggero (Ins-
tituto de Fitovirologia Aplicada de Turín, Italia) y dis-
ponibles en el laboratorio de Virología Vegetal del
Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria (CENSA).
La evaluación de las muestras permitió determinar
un 66% de plantas infectadas por potyvirus en el total
de plantas colectadas con síntomas característicos
de la presencia de enfermedades virales.
Paralelamente, se trabajó en la puesta a punto de
un ensayo de RT-PCR para lo cual se utilizaron los
cebadores informados en la literatura Poly T y Poty 4
(50) los cuales amplificaron un fragmento de aproxi-
madamente 2 Kb conteniendo el gen de la replicasa
viral (Nib), gen de la proteína de la cápsida (cp) y un
fragmento de la región 3’no traducida (UTR 3’). Resul-
tados similares han informado otros autores, lo que
demuestra la utilidad de estos cebadores y las condi-
ciones óptimas de la reacción para la detección gené-
rica de estos patógenos virales (50).
De igual forma, nuestros resultados argumentan la
utilidad de las condiciones empleadas con vistas a dis-
poner de una metodología de diagnóstico molecular
factible de aplicar en estudios de variabilidad de es-
tas entidades y que permita además la evaluación con
gran rapidez y sensibilidad de plantas provenientes
de programas de mejoramiento genético de cultivos
de interés económico, donde la concentración en la
cual se encuentran estos entes virales es muy baja.
Por otra parte es importante señalar que estos re-
sultados aportan elementos a tener en cuenta en el
manejo de estas entidades en el país y constituyen
los primeros de este tipo para Cuba.
CONCLUSIONES
En la actualidad los potyvirus continúan siendo uno
de los géneros de virus de plantas responsables de
cuantiosas pérdidas económicas en cultivos de inte-
rés agrícola, además de afectar pastos y plantas or-
namentales, debido fundamentalmente a las caracte-
rísticas  y procesamiento de su genoma viral donde
las recombinaciones y mutaciones juegan un papel
determinante en el desarrollo y establecimiento de
nuevas especies.
Por otra parte, el número de áfidos vectores trans-
misores de estas enfermedades y los fenómenos
ambientales asociados al cambio climático están con-
dicionando la emergencia y reemergencia de las es-
pecies de este género que pudieran llegar a provocar
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epifitias de graves consecuencias y poner en riesgo la
seguridad alimentaria.
En este sentido el conocimiento de la variabilidad
de las especies circulantes en cada área o localidad y
la posibilidad de disponer de métodos de diagnóstico
altamente confiables, sensibles y específicos, consti-
tuyen elementos de gran valor para manejar conse-
cuentemente los cultivos y contribuir al control de es-
tas enfermedades.
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